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Neue Cytochrom P450-Monooxygenasen und deren Verwendung zur 
Oxidation von organischen Verbindungen 

5 Die vorM<eigendeWEEM»nd?aii P450-Monoxy- 
gena«en/»*wel!fehea»*z«r Oxidation versch-iedener organischer Sub- 
strate ,^mA:Bh^:&bB ^t^Nifeihefee^QGytrlTisGfa^ Verbindungen, 
befahigt sind, dafur kodierende Nukleotidsequenzen, diese Se- 
quenzen enthaltende Expressionskonstrukte und Vektoren, damit 
10 trans formierteMikroorganismen, Verfahren zur mikrobiologi- 

schen Oxidation N-heterocyclischer aromatischer Verbindungen 
und insbesondere Verfahren zur Herstellung von Indigo und In- 
I dirubin. 

15 Enzyme mit^^neuartj-gen Funktionen und Eigenschaf ten konnen ent- 

weder dur^h Screening- naturli:cher* *Proben^'Oder**dur^^ Protein 
Engineeri^g-.*bjete!annter^^^^ ^beredtgesttffelltMwerden. Die letzt- 

genannte^Met^h<^"de$(^]^aQn'«'Un^er'3Um^^^ sein , um 

Eigenscha^f ten^zu^ itidJif^ieei^^ Geiaerl-eru^g: auf i demi Wege 

20 naturlicher>Sei'ektion^lJnwahrs©^ ist .iTrotzVzahlreicher 

Ans t rengisi<ngen»i^ zum ^Engineer ing r vonnuEnzymen* gibt ?es^^*bisher nur 
wenige e=rf d^ef'^eiclie^ TSt^tSdl Forderung^-der katalytischen 

Aktivitat von Enzymmutanten bezuglich eines bestimmten Sub- 
strates (1-10) . In diesen bekannten Fallen sind die Substrate 
25^^^ strukturell eng verwandt mit dem nativen Substrat des jeweili- 
gen Enzyms . Bisher gibt es keine Berichte uber ein erfolgrei- 
ches Engineering von Enzymen, welche nach der Modifikation die 
Umsetzung einer Verbindung katalysieren, welche strukturell 
vollig verschieden vom nativen Substrat des Enzyms ist. 

30 

Die aus dem Bakterium Bacillus megateritim i^solierbare Cyto- 
chrom P4 5 O-Monoxygenase-ikatalysrert gewohnl ichr die*s^subfe ermina- 
le Hydroxy IdrejEung *ii:*amgteettd^ger /^gesat t'rg'fee2>»Sau^^ der 
entsprechenden Amide und Alkohole davon oder die Epoxydation 
35 ungesattigter langkettiger Fettsauren oder gesattigter Fett- 

sauren mit mittlerer Kettenlange (11-13) . Die optimale Ketten- 
lange gesattigter Fettsauren betragt 14 bis 16 Kohlenstoff- 
atome. Fettsauren mit einer Kettenlange von weniger als 12 
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werden nicht hydroxyliert (11) . 

Die Struktur der Ham-Domane von P450 BM-3 wurde durch Rontgen- 
strukturanalyse bestimmt (14-16) . Die Substratbindungsstelle 
5 liegt in Form einer langen tunnelartigen Offnung vor, welche 

von der Molekuloberf lache bis hin zum Ham-Molekul reicht und 
wird fast ausschlieSlich von hydrophoben Aminosaureresten be- 
grenzt. Die einzigen geladenen Reste an der Oberflache der 
Ham-Domane sind die Reste Arg47 imd TyrSl. Man nimmt an, dafi 

10 diese an der Bindung der Carboxylatgruppe des Substrates durch 

Bildung einer Wasserstof f briickenbindung beteiligt sind (14) . 
Die Mutation von Arg47 zu Glu bewirkt eine Inaktivierung des 
Enzyms fur Arachidonsaure (13) , erhoht jedoch dessen Aktivitat 
gegenuber Ci2-Ci4-Alkyltrimethylattimonium-Verbindungen (17) . Eine 

15 Substratnutzung fur aromatische Verbindungen, insbesondere 

einr> zwei- oder mehrkernige, gegebenenf alls heterocyclische, . 
Aromaten, Alkane, Alkene, Cycloalkane und -alkene, wurde fur 
rdies(ea Enzym nicht beschrieben. Es ;\jmr bisher in der 

Fachwelt langenommen, daS andere als; die bisher beschriebenen 

20 organischeh Substrate, wie z.B. Indol , auf grund der deutlichen 

strukturellen Unterschiede zu den nativen Substraten vbn P450 
BM-3, insbesondere auf grund des Fehlens f unktioneller Gruppen, 
welche an die oben erwahnten Reste in der Substrattasche bin- 
den konnten, keine Substrat darstellen. 

25^^ 

Es ist deshalb Aufgabe der vorliegenden Erfindung neue Cyto- 
chrom P450 Monoxygenasen mit veranderter Substratspezif itat 
Oder verandertem Substratprof il bereit zu stellen. Insbesonde- 
re sollten Monoxygenase- Mutant en bereitgestellt werden, welche 
30 im Vergleich zu dem nichtmutierten Enzym mit strukturell deut- 

lich anderen Substraten enzymatisch aktiv sind. 




Diese Aufgabe konnte uberraschenderweise gelost werden durch 
neuartige Cytochrom P450 Monoxygenasen, welche z.B. zur Oxida- 
35 tion N-heterocyclischer zwei- oder mehrkerniger armotischer 

Verbindungen befahigt sind. 



Insbesondere sind Gegenstand der Erfindung solche Monoxygena- 
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sen, deren Substrat-bindender Bereich durch ortsspezif ische 
Mutagenese zur funktionalen Aufnahtne neuer, wie z.B. N-hetero- 
cyclischenr Substrate, befahigt ist. 

§ In' ei<rae^N3e;v;d^rziug«^eni^^ sind die 

neuen" MonQxy^geiRvatse <^losI^x^^ d: h . in nicht-membsrangebundener 
Form^ex«i*&&ent ,»-und ?in vd«&eser tEormwenjzymatiach«*raktiv. 

Die erf indungsgemalSen Monoxygenasen sind vorzugsweise abgelei- 
10 tet von Cytochrom P450 Monoxygenasen bakteriellen Ursprungs, 

wie insbesondere abgeleitet von Cytochrom P4 5 0 Monoxygenase 
BM-3 aus Bacillus megaterium mit einer Aminosauresecjuenz gemafi 

SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine funktionelle, d.h. die 
Oxidation neuer organischer Substrate, wie z.B. N-heterocycli- 
15 scher zwei-^^oder.^mehrkerndger^armotisGher ^erbindungen , for- 

dernde Mutation, in einem.. der Aminosauresecju^rizbereiche .172 - 
224 (F/G^®opss?Beafiei^) V 3 9;^;j43^^^ 
.^2) , 67-70 '^15^sft?rara3P*^3) /^N^G^«3.5^*»tS^^ ,%^2-356 :■ 

V^trand 8) / 73rlB2 ^^^em^Ssbli^s^^ 
20 •■ ' • . ■ ■ ■•--^■^ • • ■ 

Die erf is^^dupgsgema&^ber e i^t|rfes t ell*feen ^Gy t o.GhifOTtf^P4 5 0 
Monoxygej'^a»se*"-Mtit'af^ten, s±nd *^bevdrzta.gt zu rwenigstens einer der 
folgenden Reaktionen befahigt: 

a) Oxidation gegebenenf alls substituierter N- , O- oder 
2^^^ S-heterocyclischer ein- , zwei- oder mehrkerniger 
^^^H armoti scher Verbindungen; 

b) Oxidation gegebenenf alls substituierter ein- oder 
mehrkerniger Aromaten; 

c) Oxidation geradket tiger oder verzweigter Alkane und 
30 Alkene ; .^und 

* d) "©xidation-^^gegebenenfal^Ls substituierter Cycloalkane 
uiid Cycl«r©aAkene 

Besonders bevorzugten Monoxygenase-Mutanten dieses Typs sind, 
35 dadurch gekennzeichnet , daS sie wenigstens eine der folgenden 

ein- Oder mehrfachen Aminosauresubstitutionen aufweist: 

1) Phe87Val; 

2) Phe87Val, Leul88Gln; oder 
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3) Phe87Val, Leul88Gln, Ala74Gly; 
sowie funktionale Aquivalente davon. Der Zahlenwert gibt dabei 
die Position der Mutation an; vor dem Zahlenwert steht die 
urspriingliche, hinter dem Zahlenwert die neu eingefuhrte Ami- 
5 nosaure . 

Funktionale Acjuivalente oder Analoga der konkret of fenbarten 
Mutanten sind in diesem Zusammenhang davon verschiedene Mutan- 
ten, welche weiterhin die gewunschte Substratspezif itat im 
10 Rahmen wenigstens einer der oben bezeichneten Oxidationsreak- 

tionen a) bis d) , also beispielsweise gegenuber heterozykli- 
schen Aromaten, besitzen und z.B. Indol hydroxylieren. 

Unter "funktionalen Aquivalenten** versteht man erf indungsgemSiS 
auch Mutanten, welche in wenigstens einer der oben genannten 
Sequenzpositionen eine andere als. die konkret genannte Amino- 
sauresubstitutiqn aufweisen, aber trotzdem.;zu einer Mutante 
fuhren, die (^benso wie die konkret genannte ]f;lu^^ ein gegen- 

uber dem Wildtypenzym "verandertes S\ibstratprof iLSnrzeigen und 
wenigstens eine der oben genannten Oxidat ionsreaktionen kata- 
lysieren. Funktionale Aquivalenz ist insbesondere auch dann 
gegeben, wenn die Veranderungen im Reaktivitatsmuster qualita- 
tiv ubereinstimmen, d.h. beispielsweise gleiche Substrate mit 
unterschiedlicher Geschwindigkeit umgesetzt werden. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen naturlich auch P450- 
Monooxygenase-Mutanten, welche in gleicher Weise wie die kon- 
kret genannten P450 BM3 -Mutanten durch Mutation von P450-Enzy- 
men aus anderen Organismen zuganglich sind. Beispielsweise 
lassen sich durch Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenz- 
regionen festlegen. Mit den modernen Methoden des Molecular 
Modeling konnen dann in Anlehnung an die konkreten Vorgaben 
der Erfindung aquivalente, das Reaktionsmuster beeinf lussende 
Mutationen vorgenommen werden. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen ebenso die durch eine oder 
mehrere zusatzliche Aminosaure-Additionen, -Subst ituenten, - 
Deletionen und/oder -Inversionen erhalt lichen Mutanten, wobei 
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die genannten zusatz lichen Veranderungen in jeglicher Secjuenz- 
position auftreten konnen, solange sie zu einer Mutante mit 
"verandertem Substratprof il" im obigen Sinne fuhren. 

5 ETt±ndun^§g&R&1ks^^ sind gege- 

benetif aM swslEite'sfeU t ui'^er^t e^^^^^^^ , zwe i - oder 

mehrkernvifgeni»ea'^mobii^si3'h^^ <9£erbd*isidU'ngen ; ^ insb^esondex'e oxidier- 
bare oder hydroxylierbare N- , O- oder S-heterocyclische ein-, 
zwei- oder mehrkernige aromatische Verbindungen. Sie umfassen 
10 vorzugweise zwei oder drei, insbesondere zwei, vier- bis sie- 

bengliedrige, insbesondere sechs- oder funfgliedrige, konden- 
sierte Ringe, wobei wenigstens einer, vorzugsweise alle Ringe 
aromatischen Charakter besitzen und wobei wenigstens einer der 
aromatischen Ringe ein bis drei, vorzugsweise ein N- , O- oder 
15 S-Heteroatom im Ring tragt . In. der^ gesamten Ringstruktur kon-^ 

nen gegebenenf aliLs ein oder^*zweinweiterey giei 
. V .43ohiedene«HefeeK©atome«ientha^^ .^Die. aasom^tfjUsTchen^ Verbin- . 

. . V /^dtingen. kon^ Ring-' 
• • KQlxl^TiBtoff-.'^^^^ fur ' 

20 geeignetei?SWs;eitueneen sindiLcr-^is';£G4^M*^^ Et- 

hyl, n- Oder i^Pri>pyl oderm-, i-.-©der* t-^BUtyl^oder C2 bis C4- 
Alkenyl ,'»*w/ies^ Ets'henyl , ' 1^ P*ropenyl , 2 - Propenyl , 1-^ Bat^enyl , 2 - 
Butenyl oder 3-Butenyl, Hydroxyl und Halogen, wie F, CI, und 
Br. Die genannten Alkyl- oder Alkenylsubstituenten konnen ge- 
25^^^ gebenenfalls auch eine Keto- oder Aldehydgruppe aufweisen; 

Beispiele hierfur sind Propan-2 -on*3 -yl , Butan-2 -on-4 -yl , 3- 
Buten-2-on-4-yl . Nichtlimitierende Beispiele fur geeignete 
heterocyclische Substrate sind insbesondere zweikernige Hete- 
rocyclen, wie Indol, N-Methylindol und die mit ein bis drei 
30 Substituenten an -Kohienstof f atomen. substituierten-.Analoga da- 

von, wie z : B . 5 -Chlor- oder^ 5 -Brom- indol ; ^^sowie Chinolin und 
Chinolinderivate , wie z . B . 8 -Methylchinolin, 6 -Methylchinolin 
und Chinaldin;«.*;und^Ben^zotlidxephen 'und^ dde^mit ein bis drei Sub- 
stituenten an Kohlenstof f atomen substituierten Analoga davon. 
35 AuSerdem seien genannt dreikernige Heteroaromaten wie Acridin 

und die mit ein bis drei Substituenten an Kohlenstof f atomen 
substituierten Analoga davon. 
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Erf indungsgemalS oxidierbare Substrate der Gmppe b) sind 
gegebenenf alls substituierte ein- oder mehrkernige , insbeson- 
dere ein- oder zweikernige Aromaten, wie Benzol und Naphtha- 
lin. Die aromatischen Verbindungen konnen gegebenenf alls ein 
5 oder mehrfach siibstituiert sein und z.B. 1 bis 5 Substituenten 

an den Ring-Kohlenstof fat omen tragen. Beispiele fur geeignete 
Substituenten sind Ci bis C4-AlkYl, wie Methyl, Ethyl, n- oder 
i- Propyl Oder n- , i- oder t- Butyl, oder C2 bis C4-Alkenyl, wie 
Ethenyl, 1-Propenyl, 2-Propenyl, 1-Butenyl, 2-Butenyl oder 3- 

10 Butenyl, Hydroxyl und Halogen, wie F, Cl, und Br. Die genann- 

ten Alkyl- oder Alkenylsubstituenten konnen gegebenenf alls 
auch eine Keto- oder Aldehydgruppe aufweisen; Beispiele hier- 
fur sind Propan-2-on-3-yl, Butan-2-on-4-yl, 3-Buten-2-on-4-yl . 
Der Aromat kann gegebenenf alls mit einem vier- bis sieben- 

15 gliedrigen, nichtaromatischen Ring kondensiert sein. Der nich- 

taromatische Ring kann gegebenenf alls eine oder zwei C-C-Dop- 
pelbindungen' aufweisen, ein- oder mehrfach mit bb.en..genannten 
^Substituenten substituiert sein und gegebenenf all S::ein. oder 
57:?: zwei Ringheteroatome tragen. Beispiele fur be sonde r s brapch- 

20 bare Aromaten sind einkerhige Aromaten, wie Cumol , sowie: 2;wei- 

kernige Siibstrate, wie Inden und Naphthalin, sowie die mit ein 
bis drei Substituenten an Kohlenstof f atomen. substituierten 
Analoga da von. 

2^^^ Erf indungsgemaS oxidierbare Substrate der Gruppe c) sind ge- 
radkettige oder verzweigte Alkane oder Alkene mit 4 bis 15, 
vorzugsweise 6 bis 12 Kohlenstof f atomen, Als Beispiele konnen 
genannt werden n-Pentan, n-Hexan, n-Heptan-, n-Oktan, n-Nonan, 
n-Decan, n-Undecan und n-Dodecan, sowie die ein- oder mehrfach 
30 verzweigten Analoga dieser Verbindungen, wie z.B. analoge Ver- 

bindungen mit 1 bis 3 Methyl -Seitengruppen; oder die ein- oder 
mehrfach, beispielsweise einfach ungesattigten Analoga der 
oben genannt en Alkane. 

35 Erf indungsgemaS oxidierbare Substrate der Gruppe d) sind gege- 

benenf alls substituierte Cycloalkane und Cycloalkene. Beispie- 
le hierfur sind Cyclopentan, Cyclopenten, Cyclohexan, Cyclohe- 
xen, Cycloheptan und Cyclohepten. Die Ringstruktur kann dabei 
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ein- Oder mehrfach, wie z.B. 1 bis 5 Substituenten gemaS obi- 
ger Definition fur Verbindimgen der Gruppen a) und b) tragen. 
Nichtlimitierendes Beispiel hierfur sind lonone, wie a-, 
und Y-Ionon^ sbwie die entsprecherrden Methylionone und Iso- 
5 me bhy 1 i onoiae .4*Bjs s onder sr^^berwor^Zigg t^^ sind- -a - ^^und p - lonon . 

Gegens t a>nd^der^.Ef'f^iHdung#- sd«nd«» auch^-Nuki e insau^^^^ , ko - 

dierend fur eine der obigen Monoxygenasen. Bevorzugte Nuklein- 
sauresequenzen sind abgeleitet von SEQ ID N0:1, welche wenig- 

10 stens eine Nukleotidsubstitution aufweist, die zu einer der 

oben beschriebenen f unktionellen Aminosauremutationen f uhrt , 
Gegenstand der Erfindung sich auSerdem durch Addition, Sub- 
stitution, Insertion oder Deletion einzelner oder mehrerer 
Nukleotide erhaltenen funktionalen Analoga der Nukleinsauren, 

15 welche weiterhin fur eine- Monoxygenase mi t. der gewunschten 

Substratstpezif itat , insbesondere«Frmit rl^ndol-ox Akti- 
vi tat ^: koTdieren . 

Er f i ndungjg^e1S§ES^^ iiR?Sfe?s7s t^aind«:ssi^ h*. S'^l^he^^NlfklifeSnjs^^^ - 
20 zen , di eyts^Spfeiiajiiit e**'3S:t1i'rto um1E^a$:en" o'd^er ent spre - 

chend der^trCo'don-NutzU^ng^ e^inswspezieMen.:U^sprungs-r; oder Wirts- 
organismus, 'im Ve^rgie-iiGh *zu einer korrkret gen^annten Sequenz 
verandert sind, ebenso wie naturlich vorkommende Varianten 
davon . 



25. 




Gegenstand der Erfindung sind aufierdem Expressionskonstrukte, 
enthaltend unter der genetischen Kontrolle regulativer Nu- 
kleinsauresequenzen eine fur eine erf indungsgemaSe Mutante 
kodierende Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren, umfassend we- 
30 nigstens4.^^ei»Eies di^eser Expressionskonstrukte. 



Vorzugsweii«se«^>umfassen die erf indungsgem&Sen Konstrukte 5'- 
st romau#w*art s- won^der-^«ewei lrigen<^ rSequienz einen 

Promotor und 3 ' -stromabwarts eine Terminatorsequenz sowie ge- 
35 gebenenfalls weitere ubliche regulative Elemente, und zwar 

jeweils operativ verknupft mit der kodierenden Sequenz. Unter 
einer operativen Verknupfung versteht man die sequentielle 
Anordnung von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und 
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gegebenenf alls weiterer regulativer Elemente derart, dass je- 
des der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression 
der kodierenden Sequenz bestimmungsgemaS erfullen kann. Bei- 
spiele fur operativ verknupfbare Sequenzen sind Targeting-Se- 
5 cjuenzen sowie Translationsverstarker , Enhancer, Polyadenylie- 

rungssignale und dergleichen. Weitere regulative Elemente um- 
fassen selektierbare Marker, Amplif ikationssignale , Replika- 
tionsursprunge und dergleichen. 



10 Zus&tzlich zu den artif iziellen Regulationssec[uenzen kann die 

naturliche Regulationssequenz vor dem eigent lichen Strukturgen 
noch vorhanden sein. Durch genet ische Verandervmg kann diese 
nattirliche Regulation gegebenenf alls ausgeschaltet und die 
Expression der Gene erhoht oder erniedrigt werden. Das Genkon- 

15 stJTukt kann aber auch einfacher aufgebaut sein, . das heiSt es 

werden keine zusatziichen Regulationssignale vor das Struktur- 
. / gen insertiert und der naturliche Promotor mit seiner Regula- 

.. y X::±on wird nicht entfernt. Statt dessen wird die naturliche. 

; V ::^-;'^^^;R)feig so mutiert/^;(:^s:s^ keine Regulation mehr er^v <M^^AivV<,. 

20 ' '^olgt und die Genexpression gesfceigert oder verringert wird. 

Die Nukleinsauresequenzen konnen in einer oder mehreren Kopien 
im Genkonstrukt enthalten sein. 



Beispiele fur brauchbare Promotoren sind: cos-, tac-, trp-, 
2^^ tet-, trp-tet-, Ipp-r lac-, Ipp-lac-, laclq- , T7-, T3-, 
^^^P gal-, trc-, ara-, SP6-, 1-PR- oder im 1- PL -Promotor, die vor- 
teilhaf terweise in gram-negativen Bakterien Anwendung finden; 
sowie die gram-posit iven Promotoren amy und SP02, die Hefepro- 
motoren ADCl, MFa , AC, P-60, CYCl, GAPDH oder die Pflanzen- 

30 promotoren CaMV/35S, SSU, PCS, lib4, usp, STLSl, B33, nos oder 

der Ubiquitin- oder Phased in- Promotor . Besonders bevorzugt 
ist die Verwendung induzierbarer Promotoren, wie z.B. licht- 
und insbesondere temperaturinduztierbarer Promotoren, wie der 
P^Pi -Promotor. 



35 



Prinzipiell konnen alle naturlichen Promotoren mit ihren Regu- 
lationssequenzen verwendet werden. Dariiber hinaus konnen auch 
synthet ische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 
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Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte 
Expression der Nukleinsauresequenzen und der Proteinexpression 
ermoglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus 
bedeut:en,%i*da'Ss«^a&IU@eri eas^stv^nach 'rLnduJs:^^^^ oder 
5. \iberexprd*m3rvert^ wixd ,?j«i0jde33*d^ss'«a;esH sti*feort^e^pri*iTni-eirt^*und/oder 
uberexpi5!idjm±efa:t^ wi^^ . 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vor- 
zugsweise die Expression positiv beeinflussen und dadurch er- 

10 hohen oder erniedrigen. So kann eine Verstarkung der regulato- 

rischen Elemente vorteilhaf terweise auf der Transkriptions- 
ebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie Pro- 
motoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. Daneben ist aber 
auch eine Verstarkung der Translation moglich, indem bei- 

15 spielswei^se»^dvie^;>Sfe>abilitat-. der .mRNA--v:e.i^bessert wi^rd. 

Die Her s t e M^ungi^ed^n^e r^t-E-xposeis s ionskas s e tit e^ier^f Gtbgt ^^dur ch Fus ion 
e i ne s ge e^gn'e t eiF P r brtlUt'b'r s mi t e i n^ r "*igfeei^gnQ^t:eit:^ Mbnooxygenase - 
Nukl eo t i d's equeln^it^iis Teasmifeat or ^MG>iaer*PoiL yadeny 1 i e - 

20 riingssignal /'^ Dazu '-V^e^eilia und 

Klonierungstechnikfen , i wie sie "^'be^ispielswei^e "in' T . Maniat is , 
E.F- Fri'^tsch-^und* JT^SatWDrook/'^Molecular Cloning: A Laboratory- 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, 

2^^^ Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al . , 
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing As- 
soc. and Wiley Interscience (1987) beschrieben sind. 

30 Das rekonUDinante Nukleinsaurekonstr bzw. ^Genkonstrukt wird 

zur Exp^t^ssion in ei^nem geeigneten -Wirtsorganismus vorteilhaf- 
terweise in^ einen wirt*sspezif ischen Vektor insert iert, der 
eine dptaamale 'Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Vektoren 
sind dem Fachmann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus 

35 "Cloning Vectors" (Pouwels P. H. et al . , Hrsg, Elsevier, 

Amsterdam-New York-Oxford, 1985) entnommen werden. Unter Vek- 
toren sind aulSer Plasmiden auch alle anderen dem Fachmann be- 
kannten Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren, wie SV40, 
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CMV, Baculovirus und Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, 
Phasraide, Cosmide, und lineare oder zirkulare DNA zu verste- 
hen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus repli- 
ziert Oder chromosomal repliziert werden. 

5. 

Mit Hilfe der erf indungsgemaSen Vektoren sind rekombinante 
Mikroorganismen herstellbar, welche beispielsweise mit wenig- 
stens einem erf indungsgemaSen Vektor transf oirmiert sind und 
zur Produktion der Mutant en eingesetzt werden konnen. Vorteil- 

10 hafterweise werden die oben beschriebenen erf indungsgemaSen 

rekorabinanten Konstrukte in ein geeignetes Wirtssystem einge- 
bracht und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann 
bekannte gelauf ige Klonierungs- und Trans fektionsmethoden ver- 
wendet, urn die genannten Nukleinsauren im jeweiligen Expres- 

15 sionssystem zur Expression zu bringen, Geeignete Systeme wer- 

den beispielsweise in Current Protocols in Molecular Biology, 
F. Ausubel et al . , Hrsg., Wiley Interscience, New York 1997/. 
beschrdeben . : i'V^ .: 

20 Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alie: Organismen geeignet, 

die eine Expression der erf indungsgemaSen Nukleinsauren, ihrer 
Allelvarianten, ihrer f unktionellen Aquivalente oder Derivate 
ermoglichen. Unter Wirtsorganismen sind beispielsweise Bakte- 
rien, Pilze, Hefen, pflanzliche oder tierische Zellen zu ver- 

2^^^ stehen. Bevorzugte Organismen sind Bakterien, wie solche der 
Gattungen Escherichia, wie z. B. Escherichia coli, Streptomy- 
ces. Bacillus oder Pseudomonas, eukaryotische Mikroorganismen, 
wie Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus, hohere eukaryoti- 
sche Zellen aus Tieren oder Pflanzen, beispielsweise Sf9 oder 

30 CHO- Zellen, 

Gewunschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Orga- 
nismen wie transgenen Tieren, wie insbesondere Mausen, Schafen 
Oder transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden. Bei 
35 den transgenen Organismen kann es sich auch um sogenannte 

Knock-Out Tiere oder Pflanzen handeln, in denen das korrespon- 
dierende endogene Gen ausgeschaltet wurde, wie z. B. durch 
Mutation oder partielle oder vollstandige Deletion. 
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Die Erfindung betrifft auSerdera ein Verfahren zur mikrobiolo- 
gischen Oxidation N-heterocyclischer zwei- oder mehrkemiger 
armotischer ^¥6rbi^ridiajigen^^^^ Definition, das dadurch 

5. ge^kenn^zeHirehne t^i^s t ,^d^&maain 

al) ^^einenuiaFfekotnbiinantsen^ Ma^^^ Defini- 
r©n««in*«*e i%neTf|i<Ku-l t u^o^ .sin. Gegenwar «e^i»ne 3 exogenen 

(von auSen zugesetzten) oder intermediar gebildeten Sub- 
strata, vorzugsweise in Gegenwart von Sauerstoff, kulti- 
10 viert; oder 

a2) ein Substrat-haltiges Reaktionsmediuiti mit einem erf in- 

dungsgemaSen Enzym, vorzugsweise in Gegenwart von Sauer- 
stoff und einem Elektronendonor , inkubiert; und 
b) das gebildete Oxidationsprodukt oder ein Folgeprodukt 
15 davon aus *dem Medium.* i sol ier t . 

Sevor zugtwi-*st3ii*das»iexi0gene5^!E^^^ iateeosp^^i^ais^Kgeb-^^^^ Subs trat 

ausgewahlt * lan^tsTer 
f .V . a) ^.geg^ib^enfcfiasl^B^Sfe^^^ 

20 - ein-,^i^ei- ISdeaf^melTfekSrnS!^^^^ .alESTomt^isl^^ Verbindun- 

^gen; 

b) ^^^^fe^'eb^'ffe^feaM ^in-"*^de£'' mehrkernigen 

Aroma ten; 

c) geradkettigen oder verzweigten Alkanen und Alkenen; 

d) gegebenenfalls substituierten Cycloalkanen und Cy- 
^^^B cloalkenen. 

Eine bevorzugte Verf ahrensvariante ist auf die Bildung von 
Indol/Indirubin gerichtet und dadurch gekennzeichnet , dass das 
30 Substrat intaermediar -Hgebii«de»^^ i^ndol ist^^und^man aus dem Me- 

dium das ^^ail€ a l^ende Indigo und/oder Indi-rubin isoliert, wel- 
ches durGh'20x*idat"ion von -iin^termediar.^gebildeteem . Indol erzeugt 
wurde . 



35 Wird die Umsetzung mit einem rekombinanten Mikroorganismus 

durchgefuhrt , so erfolgt vorzugsweise zunachst die Kultivie- 
rung der Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstoff und in 
einem Komplexmedium, wie z.B. TB- oder LB- Medium bei einer 
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Kultivierungstemperatur von etwa 20 bis 4 0 ""C und einem pH-Wert 
von etwa 6 bis 9, bis eine ausreichende Zelldichte erreicht 
ist. Die Zugabe von Indol ist gewohnlich nicht erf orderlich, 
da dieses vom Mikroorganismus intermediar gebildet wird. Um 
5. die Oxidationsreaktion besser steuern zu konnen, bevorzugt man 

die Verwendung eines induzierbaren, insbesondere temperaturin- 
duzierbaren, Promotors. Man erhoht dabei die Temperatur auf 
die erf orderliche Indukt ions temperatur, z.B. 42 °C beim PrPi- 
Promotor/ behalt dies liber einen ausreichenden Zeitraum, z. B. 

10 1 bis 10 Oder 5 bis 6 Stunden, zur Expression der 

Monoxygenase-Aktivitat bei und verringert anschlieSend der 
Temperatur wieder einer Wert von etwa 3 0 bis 4 0 °C. Die Kulti- 
vierung wird dann in Gegenwart von Sauerstof f 12 Stunden bis 3 
Tage f ortgesetzt . Der pH-Wert kann dabei durch Zugabe von Na- 

15 OH, z.B. auf 9 bis 10, erhoht werden,. wodurch die Indigobil- 

dung bzw. Indirubinbildung durch. Luftoxidat ion der enzymatisch 
gebildeten Oxidationsprodukte 2- und . 3.riHydroxyindol zusatzlich 
gief ordert wird . 

20 Wird die erf indungsgemaSe Umsetzung (Mono- und/oder Di-Hydrox- 

ylierung) dagegen mit gereinigtem oder angereichertem Enzym 
durchgefuhrt so lost man das erf indungsgemaSe Enzym in einem 
exogenes Substrat enthaltenden, wie z.B. Indol enthaltenden. 
Medium (etwa 0,01 bis 10 mM, oder 0,05 bis 5 mM) , und fuhrt 

2^^^ die Umsetzung, vorzugsweise in Gegenwart von Sauerstof f, bei 

^^^P einer Temperatur von etwa 10 bis 50 °C, wie z.B. 30 bis 40 °C, 
und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9 (wie z.B. eingestellt mit 
100 bis 200 mM Phosphat- oder Tris-Puf fer) , sowie in Gegenwart 
eines Reduktionsmittels durch, wobei das Substrat -halt ige Me- 

30 dium aulSerdem bezogen auf das zu oxidierende Substrat einen 

etwa 10 -bis 100-fachen molaren UberschuS an Reduktionsaquiva- 
lenten enthalt. Bevorzugtes Reduktionsmittel ist NADPH. 

Beim erf indungsgemaSen Substratoxidationsprozess wird im Re- 
35 aktionsmedium enthaltener oder zugesetzter Sauerstoff reduktiv 

enzymatisch gespalten. Die erf orderlichen Reduktionsaquivalen- 
te werden von dem zugesetzten Reduktionsmittel (Elektronendo- 
nor) zur Verfugung gestellt. 
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Das gebildete Oxidationsprodukt kann dann in herkotnmlicher 
Weise, wie z.B. durch Extraktion oder Chromatographies votn 
Medium abgetrennt und gereinigt werden. 

'5 Weitere ^©egenstarrde^der'^Erf in^^^ bet*r4f.len: BipiBeaLktoren, um- 

fassend .ein-^et-f indungsgencaSes ;Enzym oder einen erf indungsgema- 
Sen rekomba^inaoritt'en' Md^]&i?oor:g^ immiobilisierter Form. 

Bin letzter Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung 
10 einer erfindungsgemaSen Cytochrom P450 Monoxygenase oder eines 

erf indungsgemaSen Vektors oder Mikroorganismus zur mikrobiolo- 
gischen Oxidation eines Substrates aus einer der Gruppen a) 
bis d) , insbesondere N-heterocyclischer zwei- oder mehrkerni- 
ger armotischer Verbindungen, und bevorzugt zur Bildung von 
15 Indigo undv^'<Sder Lndiriubin . 

. :.. i :: -I]Xie vorli^gende Erf i^ndungs^ wfcrdt^nunmehr^unfeei^ auf 
.-dife folgenden Beispiele ~haherr!^bei^G:hr±eben . 

20 SeAgpA'^l^g ; ^ o^ri 

RandQmigy^g^ng "gpg;^ Cqc^^ yqu P45Q bm-3 

Die Versuche wurden im wesentlichen wie beschrieben in (19) 
2^^^ durchgefuhrt . Drei Positionen (Phe87, Leul88 und Ala74) wurden 
^^^H mit Hilfe von ortsspezif ischer Mutagenese unter Verwendung des 
Stratagene QuikChange kit (La Jolla, CA, USA) randomisiert . 
Folgende PCR-Primer wurden fur die einzelnen Positionen ver- 
wendet : Phe8 7 : 5 * -gcaggagacgggttgnnnacaagctggacg-3 • (SEQ ID 
30 NO:3) , 5 • -cgtccagcttgtnnneaacccgtctcctgc-3 ' , (>S^EQ ID NO: 4) 

LeulBB : 5 ' %*gaagGaatgaacaagnnncagGgagcaaatccag-3 ' (SEQ ID 
NO : 5) , 5 ' ruOtggatttgct-Ggctgnnnct^tgttGattgcttc-3 ' (SEQ ID NO: 6 ; 
Ala74 : 5 »-^gctttgataaaaacttaaagtGaannncttaaatttgtacg-3 ' (SEQ ID : 
No:7, 5 ' -cgtacaaatttaagnnnttgaGttaagtttttatcaaagc-3 ' (SEQ ID 
35 NO: 8) 



Die Bedingungen fur die PGR waren fur alle drei Positionen 
identisch. Insbesondere wurden je 50 /xl Reaktionsvolumen 17,5 
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pmol eines jeden Primers, 2 0 pmol Template- Plasmid-DNA, 3 U 
der Pfu Polymerase und 3,2 5 nmol von jedem dNTP verwendet . Die 
PGR Reaktion wurde bei 94''C /l min gestartet und dann wurde 
folgender Temperaturzyklus 20 mal durchgefuhrt : 94°C, 1 mine- 
's 46°C, 2,5 min; 72''C, 17 min. Nach 20 Zyklen wurde die Reaktion 
15 min bei 72''C fortgesetzt. Nach der PGR wurde die Template 
DNA mit 20 U Dpnl bei ll^'C 3 h verdaut . AnschlieSend wurde E. 
coli DH5a transf ormiert . Die transf ormierten £. coli DH5a-Zel- 
len wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert , welche 150 ^g/ml 
10 Ampicillin enthielten. AnschlieSend wurde 18 h bei 37°G inku- 
biert . 

Beispiel 2 r 

15 Expression und Reiniaun a der P4 5 0 BM-3 und dessen Mutanten und 

Produkti on eines blauen Pigment es 

Das P450 BM-3 -Gen und diis Mutanten davon wurden uhter der Kon- 
trolle des starken, Temperatur-induzierbaren PRPL-Promotoirs des 
20 Plasmids pCYTEXPl in E. bdli DHSa wie bereits beschrieben 

(20) , exprimiert. Kolonien wurden mit sterilen Zahnstochern 
aufgenommen und in Mikrotiterplatten mit 96 Vertief ungen, ent- 
haltend je Vertiefung 200 fil TB-Medium und 100 fJLg/ml Ampicil- 
lin transf eriert . AnschlieSend wurde uber Nacht bei 37°C inku- 
biert. 40 fil der Zellkultur einer jeden Vertiefung wurden an- 
schlieSend in ein Kulturrohrchen uberfuhrt, das 2 ml TB-Medium 
mit 100 /xg/ml Ampicillin enthalt . AnschlieSend wurde 2 h bei 
37°G kultiviert. Dann wurde die Tempertur zur Induktion 6 h auf 
42°G erhoht. Dann wurde die Kultivierung uber Nacht bei 37°G 
30 fortgesetzt, — wobei ein blaues Piymeiit produziert wurde. 

Die praparative Herstellung von Enzym oder blauem Pigment wur- 
de ausgehend von einer 300 ml Zellkultur (OD578nm= 0/8 bis 1,0) 
durchgef urht . Zur Isolierung des Enzymes wurden die Zellen 10 
35 min bei 400 0 Upm abzentrif ugiert , in 0,1 M K^P04- Puffer, pH 7,4 

resuspendiert . Die eisgekuhlten Zellen wurden mit Hilfe eines 
Branson Sonifiers W2 5 (Dietzenbach, Deutschland) bei einer 
Energieoutput von 80 W durch dreimalige Beschallung von 2 min 
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vorsichtig aufgeschlossen. Die Suspensionen wurden 20 min bei 
32570 X g zentrif ugiert . Der Rohextrakt wurde zur Aktivitats- 
bestinunung bzw. zur Enzymreinigung eingesetzt. Die Enzymreini- 
gung erf.©JLgiteVwa;e^dn (21)>,%ereitSs^besGhrS^ben,;-*woxauf hiermit 
5 . ausdr(tek;y:!Chfl(BezfLg^!!ge^^^^^ . s^Die^iyRon^zerits^E^at ion an gerei - 

nigtem Enzym#»vmrde^^^ Ext inkt ionsdif f erenz bei 450 und 

490 imi, w 4Al)#«bereitfes9»be©0hri.eben,i. lanfeer^- Vesewendung ei- 

nes Extinktionskoef f izienten e von 91 mM'^ cm*^ bestinunt. 

10 BeispAel 3; 



Tsoliemina von M ufcanten, welche aroSe Menaen an blauem Pigment 
pr-oduzieren 

15 Jeweils^ %OO'^Ko«1^0^^^^ ^vonwden- 'Mu^tanten^ejLiaer jeden Posi- 

tion isoliert, welGhe,,^durch^^a^ndt>misderte^^^M des Co- 

dons der^ertjEspre^henden- 'P/0sitd^^ warden. Diese* Kolo- 

riien ^-^r<^^sn^±n^Ki^^^ auem Pig - 

ment T kul^tt^^yi^^^^ .MK^ohtmi^exM}tl^^^ und 

20 mehreren ^Iran^aaMen^^Zreilt^^^^^^ ?(®OO^pm) * wurde 

das blaue?^'Beigment^mit Di»me^^^ '(«BMSO)%s*ext.rahiert . Die 

Loslichkeit-^des blauen Pi'gmentes war in'^DMSO'am gfSSten. Die 
Absorption des Extraktes wurde bei 677 nm bestimmt. Diejenige 
Mutante, welche die groSte Menge an blauem Pigment von alien 

2^^^ Mutanten einer bestimmten Position produzierte, wurde fur eine 
^^^P DNA-Sequenzierung (ABI DNA Sequenzierungs-Kit ; ABI Prism™ 377 
DNA Sequencer) verwendet und auSerdem als Template fur orts- 
spezifische randomisierte Mutagenese verwendet. 



30 QQjgpA^J..^ 



Akt ivi ta^ta^sfeest fcur-.d-ie ^I.RdQl.T..Hv.droxvlixe^runa 



Die Indol-Hydroxylierungsaktivitat wurde in einer Losung gete- 
35 stet^ die 8 /xl einer 10-500 mM Indollosung in DMSO, 850 /xl 

Tris/HCl-Puf fer (0,1 M, pH 8,2) und 0,6 nmol P450 BM-3 Wildtyp 
Oder Mutante in einem Endvolumen von 1 ml enthielt. Das Ge- 
misch wurde 9 min vorinkubiert , bevor man die Reaktion durch 
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Zugabe von 50 /xl einer wassrigen 1 mM Losung von NADPH starte- 
te. Die Reaktion wurde nach 2 0 sec durch Zugabe von 60 (il 1,2 
M KOH gestoppt. Innerhalb von 5 bis 30 sec (unter aeroben Be- 
dingungen) warden die Enzymprodukte vollstandig in Indigo 
5. [A^'^'-Biindolin] -3, 3 * -dion) und Indirubin ( [A^'^'-Biindolin] - 

2',3-dion) liberf uhrt . Die Indigoproduktion wurde uber dessen 
Absorption bei 670 nm bestimmt. Eine Eichkurve mit reinem In- 
digo zeigte einen Extinktionskoef f izienten von 3,9 mM"^ cm"^ bei 
dieser Wellenlange. Ein linearer Kurvenverlauf wurde fur die 
10 Indigoproduktion in einer Reaktionszeit von 40 sec unter Ver- 

wendung von 0,6 nmol Wildtyp bzw. P450 BM-3-Mutante und 0,05 
bis 5,0 mM Indol erhalten. Indirubin zeigt eine sehr schwache 




Absorption bei 670 nm und die gebildete Indirubinmenge war 
sehr viel geringer als die gebildete Indigomenge. Die Bildung 



15 von Indirubin wurde bei der Bestimmung der kinetischen Para- 

meter vernachlassigt - Der NADPH -Verbrauch wurde . bei 340 nm 
bestimmt und unter Verwendung eines Extinktionskoef f izienten 

■ J- ^asm 6,2 mM"^ cm"^ wie beschrieben (17) berechnet. 

20 Beispiel 5: 

Reiniaun cr von Indiao und Indirubin 



Nach Waschen der Zellen mit Wasser und wiederholter Zentrifu- 
2^^^ gation bei 500 g wurde das gebildete blaue Pellet mit Tetra- 
hydrofuran (THF) extrahiert. Der Extrakt wurde bis fast zur 
Trockene eingedampf t und das rote Pigment wurde mehrmals mit 
50 ml absolutem Ethanol extrahiert. Der verbleibende blaue 
Feststoff wurde in THF gelost und durch Dunnschichtchromato- 
30 graphie (TliC) analysiert . Die Ethanollosung wurde eingedampf t 

und durch Silicagelchromatographie (DC 60, Merck, Darmstadt, 
Deutschland; 2 cm x 30 cm) gereinigt, bevor sie mit THF und 
Petrolether in einem Verhaltnis von 1:2 gewaschen wurde. Die 
erhaltene rote Losung wurde eingedampft und deren Reinheit 
35 wurde durch TLC bestimmt. Die Absorptionsspektren des blauen 

und des roten Pigmentes wurden mit Hilfe eines Ultraspec 3000 
Spektrophotometers (Pharmacia, Uppsala, Sweden) in einem Be- 
reich von 400 bis 800 nm bestimmt. Aufierdem wurde der blaue 
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und der rote Farbstof f durch Massenspektrometrie und ^H-NMR 
Spektroskopie analysiert . 

5 

1 . v- -Br.&l5tiu$ig^der-Pro ^ fur blaues Pi^gment durch P45Q 

Natives P450 BM-3 besitzt nicht die Fahigkeit zur Produktion 
10 des blauen Indigo-enthaltenden Pigments, bzw. der Vorlaufer- 

substanten 2- bzw 3 -Hydroxy indol . Urn eine ausreichende Menge 
an blauem Pigment herstellen zu konnen, vmrde P450 BM3 einer 
gezielten Evolution ausgesetzt. Samtliche Mutanten, welche das 
blaue Pigment produzierten, wurden sequenziert . Es wurde fest- 
15 gestellt ^iSrafalS^fenigstens eine^ der f p3.gendenw^drei, Positionen 

mutiert-»wa*Ben:«*'Bhe87 , .Ijeul88^,und = A«L'a74 .^^^ an- 
genommen ,4td=aSW5dd»e3e»3loRe i*»P©s4-t ionem e>i»neiiiteiiits^ Rol le 

car d±& i^t,±yrif^SitT^yoT^*P-^^ blauem 
Pigment 3plelenii«5lVus derBStXuktur der^^ Mam^Domne von o . 
20 Cytochrom%*Pl50W^BM 3 , komplexiierts-^mit Ralmi.toi.eiia*Salxre;^sieh^ 

man, da&^^^^Bfefe87ii£::aas*^*S einem nahe^EenSfeMerantucken an 

die Ham-GruBPe"*^ hinde^^ (^14) /' Di^MUtan:te'*^Phe8Wal zeigt eine 
hohe Regio- und Stereoselekt itat bei der Epoxidation von (14S, 
15R) -Arachidonsaure (13) und die Mutante Phe87Ala verschiebt 

• die Hydroxylierungsposition von co-1, q-2 und ci)-3 zu co (22) . 
Die Position 87 wurde deshalb als erste fur die ortspezif ische 
randomisierte Mutanese mit Hilfe von PGR ausgewahlt. In Rohr- 
chenkulturen wurden 7 Kolonien erhalten, welche eine geringe 
Menge an blauem Pigment nach Induktion produzierten. Die Kolo- 
30 nie, welche :die groSte'^Menge des blauen P-i^gments.^produzierte, 

wurde f uridie DNA-Sequenzierung^ausgewahlt . Die Sequenzdaten 
ergaben:^^e>ne¥**Substi.tution von Phe87 durch ^¥al - Die Mutante 
Phe87Val wia^E^de'-a'nsGhl*i*&©end als*Templa«te^f ur die^zweite Runde 
der ortsspezif ischen randomisierte Mutagenese an Position 
35 LeulSS verwendet • Die Struktur der Ham-Domane, komplexiert mit 

Palmitoleinsaure zeigt, daS die Repositionierung der F- und G- 
Helices den Rest Leul88 in direkten Kontakt mit dem Substrat 
bringt (14) . Diese Position konnte deshalb eine wichtige Rolle 
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bei der Sixbstratbindung oder -orient ierung spielen. Nach dem 
zweiten Screeningdurchgang warden 31 Kolonien beobachtet, wel- 
che das blaue Pigment produzierten. Die Mutante, welche die 
groSte Pigmentmenge produzierte, enthielt die Substitutionen 
5- Phe87Val und Leul88Gln. Diese Mutante wurde anschliefiend in 

Position Ala74 im dritten Durchgang der ortspezif ischen rando- 
misierten Mutagenese mutiert. Man erhielt dabei die Dreifach- 
mutante F87L188A74 (Phe87Val, Leul88Gln und Ala74Gly) , welche 
mehrere mg blaues Pigment in einem 2-Liter-Kolben, enthaltend 
10 300 ml TB-Medium, produzierte. Diese Menge reichte zur Isolie- 

rung und Charakterisierung des blauen Pigmentes aus. 

2. Isolierun q und Identif izierung des blauen Pioments 

15 Nach dem Auswaschen der Zellen wurde das verbleibende blaue 

V Pellet mit THF extrahiert und TLC analysiert. Das blaue Pig- 
ment .wurde in eine schneller wandemde blaue Komponente und in -u . 
ed^^e? langsamer wandemde rote- Kompoiiente aufgetrennt. Beide r - ^'^^<'-^}^t :T^ 
KOin|)dne1at^n zeigten exakt die gleichen#l©bilitatsparameter w±&: 

20 die Koirqpbnieriten einer kommerziellen Indigb-Probe . 

Nach der Reinigung wurden die Absorptionsspektra beider Kompo- 
nenten in DMSO bestimmt. Die blaue Komponente zeigte das glei- 
che Spektrum wie eine kommerzielle Indigoprobe. Die gereinigte 

•blaue und rote Komponente wurden jeweils durch Massenspektro- 
metrie analysiert. Die Massenspektra beider Pigmente zeigten 
einen starken Molekulionenpeak bei m/z = 262 und zwei Fragmen- 
tionenpeaks bei m/z = 234 und 205 (relative Intensitat jeweils 
10%) . Dieses Muster ist typisch fur indigoide Verbindungen. 

30 Die Elementarzusammensetzung dieser lonen wurde durch hoch- 

auflosende Massenspektrometrie bestimmt als C16H10N2O2, C15H10N2O 
bzw. C14H9N2. Dies ist ebenfalls charakteristisch fur Strukturen 
vom Indigotyp. Das blaue Pigment wurde somit als Indigo und 
das rote Pigment als Indirubin bestimmt. Zur Bestatigung der 
35 Struktur wurden 500 MHz ^H-NMR-Spektren beider Pigmente in 

DMSO-Dg-Losung durchgef lihrt . Die Ergebnisse stimmten mit den 
Literaturangaben (23) iiberein. 
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3 . Produktion von Indiao mit iaol ierten Enzymen 

Es ist bekannt^ daS Indigo aus Incjol durch mikrobielle Trans- 
format ion«w6.zi%a3iglich. ist ^{2A.^26) . «<«.Kei}'nes».diieseri^mikrobiellen 
5. SystemeissiieiSjBh?^^^ Erf indungs- 

gemafi wiisde zun'achst die**ka<feaiytische- Aktivitat des reinen 
Enzyms &ur t^I^ndol^bes^tid^ wurde mit 

Indol vermischt, Keine Farbreaktion war zu beobachten. Erst 
nach Zugabe von NADPH zum Reaktionsgemisch bildete sich das 

10 blaue Pigment nach etwa 20 min. Durch Einstellung des pH-Werts 

der Reaktionsmischxing auf einen Wert von etwa 11, 30 sec nach 
Zugabe von NADPH, wurde die blaue Farbung innerhalb von weni- 
gen Sekunden sichtbar. Kontrollversuche unter Verwendung von 
nativem P450 BM-3 waren immer negativ, selbst unter Verwendung 

15 erh6hter*^R^iPzentrat-ioneni&-anih»Enzym, I-ndol^und^NM^PH . Das blaue 

Pigment wuisde mit Efehy^lacetat extrahi^rtjiJiund durch TLC analy- 
siert. Das^ bi-a^ue"^^ F^s^ment t^reim^ in«^eine schneller 

laufende^bi^atlie^KtjmpW a-an^'s*amer^iati;f ende rote 

^ t': ' } t Kpmponent e** auf •^;^Die%RfSWSr;te1^^nd*«dde;»M>s^^ waren 

20 r ident isch' mi t*. dejtj enigeri^ Wert^en^der Exfe^ 

tionsbruhe. Dafe^FlB-7Ii€88»74^Mutarite?^ von:»^^^^^^ stellt somit 

e ine I ndd*l*hydr'oxy 1 efs e "^dar . 



Es sind bisher zwei Wege fiir die enzymatische Transformation 
2^^^ von Indol zu Indigo beschrieben worden. Ein Weg wird durch 
^^^B eine Dioxygenase, der andere durch eine Styrolmonoxygenase 

katalysiert (24,25). Die NADPH-Stochiometrie betragt in beiden 
Fallen 2. Es wurde deshalb angenommen, dalS im Gegensatz zu den 
Dioxygenasen die erf indungsgemaSe Mutante F87L188A74 Indol in 

30 nur einer Position hydroxylnLert , um Qxindol (2 -Hydroxy indol) 

Oder Indoxyl (3 ^Hydroxy indol) zu bilden. 



4 , Kineti'SGhe -^Paa^ameter der I-ndol-hydroxYlierung 

35 Reine Proben des Wildtyp- Enzyms P4 50 BM-3 und der Mutanten 

Leul88Gln, Phe87Val, F87L188 und F87L188A74 wurden zur Bestim- 
mung der kinetischen Parameter der Indol hydroxy lierung verwen- 
det. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle 1 zusammenge- 
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£aSt . 

Tabelle 1 Kinetische Parameter der P450 BM-3 Mutanten fur In- 
dolhydroxy 1 ierung 



Mutanten 




K„(inM) 


Kcat/K„(M-V) 


WT 


_a) 






Leul88Gln 


n-d.*" 


n.d. 


n.d. 


Phe87Val 


2,03 (0,14) 


17,0 (1,0) 


119 


F87L188 


2,28 (0,16) 


4,2 (0,4) 


543 


F87Iil88A74 


2,73 (0,16) 


2,0 (0,2) 


1365 



^* keine Aktivitat wurde beobachtet; 
15 nicht bestinunt (Aktivitat war zu gering um gemessen zu 

werden 



Selbst beim OberschuS an gereinigtem Enzym ^liiM- toofeer Indolkon- 
20 zentration ist das Wildtyp-Enzym nicht in der Lage, Indol zu 

oxidieren. Die Mutante Leul88Gln zeigt eine geringe Aktivitat. 
Die Mutante Phe87Val zeigt eine katalytische Wirksamkeit von 
119 M'^s"^ fur die I ndol hydroxy 1 i earung . Die katalytische Effi- 
zienz der Doppelmutante F87L188 (Phe87Val , Leul8 8Gln) erhohte 
sich auf 54 3 M'^s'^ und wurde durch Einfiihrung der weiteren Sub- 
stitution Ala74Gly auf 1365 M'^s"^ erhoht • Die K^at-Werte erhoh- 
ten sich von Phe87Val zur Dreif achmutante hin um insgesamt 
35%, wahrend die K;„.Werte etwa um das Siebenfache abnahmen. 
Dies weist darauf hin, daiS Ala74Gly und Leul88Gln vorwiegend 
30 an der Substatbindung beteiligt sind. 




Die Indol -Turnover-Rate (Keat=2,73 s'M war fiir die Dreif achmu- 
tante F87L188A74 mehr als zehnfach hoher als fur die meisten 
P450-Enzyme (18) . 
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Beiapiel 6: 

n-Qktanhydroxylieruna mit modif izierter Cytochrom P450 Mono- 

5 

Die Umsets^zuii:giien%^vnar^ mit^^^-^einer^ P4.50£BM-3t^M©noo^y^ Mu- 
tant e*'duaf©^g®jiSi^h^rt ,^diet:^fio1t^g^ende**Mu«^^^^^ : Phe87Val 
Leul88Gln Ala74Gly 

10 Als Sxibstrat wurde n-Octan gewahlt.Fur die Hydroxyliening des 

n-Octans wurde folgender aerober Reaktionsansatz verwendet : 
P450 BM-3 Mutarxte: 17,5 mg 

Reaktionspuf f er : 9,1 ml (Kaliumphosphat- Puffer 50 mM, 

pH 7,5) 

1 5 Subs t ra t : ^ 0 -/ul^eSner^ 6 Cf^niMifrrLosiing ^win**^ Ace t on) 

Temperafeur : 25°C 

Enzymlyop^yl>i'sat^^wia«d^^^ und 
^oina^hist mit ^sabst^^t-^tmdlCKe^ Raumt empe-: -rviiir^^ix 

20 rat.i*r^:^ inktafeUert .**^^Anschr^^ 300 /zl ' i^v^ 

NADPH-Losidagig '{sSiT^g/^ml) . : Die^MA®PH'^:^Zugatbe«^.wu^ 

wiederhdlt .*^De2f RfeaktiDnsverlauf wurde'^^durch" Absorptionsmes- 
sungen bei 340 nm verfolgt, wobei die NADPH Abnahme beobachtet 
werden kann. NADPH wird dabei in 300 ytzl-Schritten zugegeben, 

2^^^^ da eine zu hohe Konzentration an NADPH in der Reaktionslosung 
^^^P zu einer Inaktivierung des Enzyms fuhrt. Zur Isolierung der 

Produkte wurde anschlieBend die Reaktionslosung 3 mal mit 5 ml 
Diethylether extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen 
wurden uber MgS04 getrocknet und eingeengt . Anschliefiend wurden 

30 die Produkte .uber DC,4"'GGy^MS aand'««NMR» charakfeerisd^^^ . 



Die GC /MS*wAnaly-se t'des-' Reakt-ionsgemi^scfees f uhrte-^zu f olgendem 
Ergebnis : 
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Verbindung 


Rt IminJ 


Umsatz [%J 


4-Octanol 


13 .51 


37 


3 -Octanol 


14 .08 


47 


2-Octanol 


14.26 


16 



Tender at urprogramm: 40°C Imin isotherm / 3°C/min 95°C /10°C/inin 
275°C; Apparatur: Finnigan MAT 95; GC : HP 5890 Series II Slpit 
Injector; Saule : HP-5MS (Methyl siloxan) 3 0m x 0.25mm; Trager- 
10 gas: 0,065 ml/min He 

Edukt wurde nicht mehr gefunden, 

IS Beiapiel 7: 

Hydroxylieruna von Aromaten. Heteroaromaten and Trimethvlcv- 
cl ohexeny 1 verb iridungen 

.20 a) Beispiel 6 wurde wiederholt, wobei jedoch anstelle von n- 

Oktan als Substrat Naphthalin eingesetzt wurde. Als Pro- 
dukte wurden 1-Naphthol und cis-1 , 2 -Dihydroxy- 1 , 2 -dihy- 
dronaphthalin identif iziert . Vom eingesetzten Naphthalin 
wurden 88% umgesetzt. 

Analvtik fur Umsetzunaen mit Naphthalin 
GCi 

Apparatur: Carlo Erba Stroamentazion Typ HRGC 4160 on Co- 
30 lumn Injector; Saule :DB5 30m x 0,2 mm; Material: 5% 

Diphenyl- 95% Dimethylpolysiloxan; Tragergas : 0 , 5 bar Ha; 
Temperaturprogramm : 40*C 1 min isotherm / 10**C/min bis 
300*^0 

Rt (I-Naphthol) = 16.68 

35 

NMR : 

Im ^H-NMR konnte 1-Naphthol und cis-1 , 2 -Dihydroxy-1 , 2 -di- 
hydronaphthalin identif iziert warden. 



BASF Aktiengeselli 



20000220 
23 



O.Z. 0050/51266 



b) Beispiel 6 wurde wiederholt, wobei jedoch anstelle von n- 
Oktan als Substrat 8 -Methyl chinolin eingesetzt wurde. Als 
Hauptprodukt wurde 5-Hydroxy-a-methylchinolin neben 
welt.i®enKi3er£ka&en ^'^BjfeodukdverhMti^^^ 5:1) identif iziert . 
Vom tevisigeaeite^z^tefeii^^ . 

c) -^Be'i*spJi*ieto^6^wm?^^ v^on n- 

Oktan als Substrat a-Ionon eingesetzt wurde. Als Haupt- 
produkt wurde 3 -Hydroxy-a-ionon neben weiteren Derivaten 
(Produktverhaltnis 76:24) identif iziert . Vom eingesetzten 
Edukt wurden 60% umgesetzt. 

d) Beispiel 6 wurde wiederholt, wobei jedoch anstelle von n- 
Oktan als Siibstrat Cumol (i-Propylbenzol) eingesetzt wur- 
de . ^Es^wuiEiden €unf Monoh^^ und ein Dihydrox- 
yprodukt ;±dentifei:z%ert . Vom* ei-nge'seitfZjt-enii^Ediakfe^ wurden 70% 

..umge:s:ej3f«2t . 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> Neue Cytochrom P450 Monoxygenasen und deren Verwendung 
zur Oxidation von organischen Verbindungen 

<130> M/41148 

<140> 
<141> 

<160> 9 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 3150 

<212> DNA 

<213> Bacillus megaterium 
20> 

21> CDS 

<222> (4) - - (3150) 

<400> 1 

atg aca att aaa gaa> atg cct caq^ ccagitaaa'Aacg-^ttt ggar^gag ctt ^^aaa .. 48 ; 

Thr lie ljy3^ Gl\mMBl^''P^ro^>^^^ 

1 b *10 ^ 15 

aat tta ecg ttaxvfe.tai«ra*aGiM?aTca^'gat "^a'^ 

Asn Leu Pro «t'Eeu***feeii'f'Asrf'' Thr ^Asp^Bys^. B^^^ Lys 

20 r-25 "30 

att gcg gat gaa ^ts^tai^^igga^^gaavt atc ttt *aaa t^tc gag^ gcg^ cctr'*gg1> fcgt 14 4 
lie Ala Asp Glu Leu Gly Glu lie Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 
35 40 45 

gta acg cgc tac tta tea agt cag cgt eta att aaa gaa gca tgc gat 192 
Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu lie Lys Glu Ala Cys Asp 
50 55 60 

a tea cgc ttt gat aaa aac tta agt caa gcg ctt aaa ttt gta cgt 240 
Glu Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 
65 70 75 

gat ttt gca gga gac ggg tta ttt aca age tgg acg cat gaa aaa aat 288 
Asp Phe Ala Gly^^Asp Gly Leu -Phe Thr -Ser Trp Thr His Glu Lys- Asn 
— M 8-5 90 95 

tgg aaa aaa gcg cat^aat ate tta.:ett cea age ttc .agt cag cag gea 336 
Trp Lys Lys Ala^' His' Asn lie LeuMseu Pro Ser "-Phe Ser Gln^G'ln Ala 
100 105 110 

atg aaa ggc tat cat gcg atg atg gtc gat ate gee gtg cag ctt gtt 384 
Met Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala Val Gin Leu Val 
115 120 125 

caa aag tgg gag cgt eta aat gca gat gag cat att gaa gta ccg gaa 4 32 
Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His lie Glu Val Pro Glu 
130 135 140 

gac atg aca cgt tta acg ctt gat aca att ggt ctt tgc ggc ttt aac 480 
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Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr lie Gly Leu Cys Gly Phe Asn 
145 150 155 

tat cgc ttt aac age ttt tac cga gat cag cct cat cca ttt att aca 528 
Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe lie Thr 
160 165 170 175 

agt atg gtc cgt gca ctg gat gaa gca atg aac aag ctg cag cga gca 576 
Ser Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala 
180 185 190 

aat cca gac gac cca get tat gat gaa aac aag cgc cag ttt caa gaa 624 
Asn Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu 
195 200 205 

gat ate aag gtg atg aac gac eta gta gat aaa att att gca gat cgc 672 
Asp lie Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys lie lie Ala Asp Arg 
210 215 220 

aa gca age ggt gaa caa age gat gat tta tta acg cat atg eta aac 720 
s Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 230 235 

gga aaa gat cca gaa acg ggt gag ccg ctt gat gac gag aac att cgc 768 
Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp. Asp Glu Asn lie Arg 
240 245 250 255 

tat caa att att . aca ttc tta att gcg gga cac. gaa aca aca agt ggt 816 
Tyr Gin lie lie Thr Phe Leu lie Ala Gly His Glii Thr i Thir; .Ser Gly 
260 265 L 270 

ctt tta tea ttt gcg. etg tat ttc tta gtg aaa aat cca cat gtar.tta 864 
Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 
275 280 285 

caa aaa gca gca gaa gaa gca gca cga gtt eta gta gat cct gtt cca 912 
Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 
290 295 300 



jfc tac aaa caa gtc aaa cag ctt aaa tat gtc ggc atg gtc tta aac 960 
' r Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 

305 310 315 



gaa gcg ctg cgc tta tgg cca act get cct gcg ttt tec eta tat gca 1008 
Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
320 325 330 335 

aaa gaa gat acg gtg ctt gga gga gaa tat cct tta gaa aaa ggc gac 1056 

Lys Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro L e u Glu Lys Gly Asp 

340 345 350 

gaa eta atg gtt ctg att cct cag ctt cac cgt gat aaa aca att tgg 1104 
Glu Leu Met Val Leu lie Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr lie Trp 
355 360 365 

gga gac gat gtg gaa gag ttc cgt cca gag cgt ttt gaa aat cca agt 1152 
Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 
370 375 380 



j/U ^fo Jou 

gcg att ccg cag cat gcg ttt aaa ccg ttt gga aac ggt cag cgt gcg 

Ala lie Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 

385 390 395 



1200 
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tgt ate ggt cag cag ttc get ctt cat gaa gca acg ctg gta ctt ggt 1248 

Cys lie Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 
400 405 410 415 

atg atg eta aaa cac ttt gac ttt gaa gat cat aca aac tac gag ctg 1296 

Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 
4*;;,4.20 425 ..430 

gat att aaa gaa<ii#act''fetaw^acg ^tta-*^aaa ^cct g^^ 134 4 

Asp lie Lys. Glil^!tThr LeiiTiThr^^Beu vLys Pro Glu-Qly Phe Val Val- Lys 
4«Q5 440 >4.45 



gca aaa teg aaa aaa att ccg ctt ggc ggt att cet tea cct age act 
Ala Lys Ser Lys Lys lie Pro Leu Gly Gly lie Pro Ser Pro Ser Thr 
450 455 460 

gaa cag tet get aaa aaa gta egc aaa aag gca gaa aae get eat aat 
Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 
465 470 475 

ccg ctg ett gtg eta tac ggt tea aat atg gga aca get gaa gga 
Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
b 485 490 495 

acq gcg cgt gat^'^feta^gca gat att-^gear^atg-*;agc^iiraaar-ggat ttfeastgca /ecg 
Thr Ala Arg Asp- Leu Ala Asp Ile'^ Ala Met Ser 'Lys Gly'^Phe Ala Pro 
f-*5.00 -505 510 




gca aag caa ttt gtc gac tgg tta gac caa gcg tet get gat gaa gta 
Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 
545 550 555 



1392 



1440 



1488 



1536 



cag gtc gca acgc^ctti^igat-«t?ea eacwgccifgg^*^^^ 1-584 
Gin Val Ala Thr *Beii»»As^S'er^*'HdSSIAia^^GLf^^ G-Ly 
515 ^20 *;^5V25 

get gta tta att^ gta aeg gcg tet . tat aac^ggt eat ccg^ ect^^gat^ aae 1632 
Ala Val Leu lie -^Val Thr Ala*^Ser Tyr AsnT Gly^ His -Pro^*Pro' AsF5**Asn 
530 *-535 ^5t4 0 



1680 



ggc gtt egc tac tec gta ttt gga tgc ggc gat aaa aac tgg get 1728 
Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 
0 565 570 575 

1776 



act acg tat caa aaa gtg cct get ttt ate gat gaa aeg ett gee get 
Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe lie Asp Glu Thr Leu Ala Ala 
580 585 590 

aaa ggg gea- .'^aa ^ac ate get gau uye -yyL yaa yea gat gca age gac 
Lys Gly Ala ^Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala- Asp Ala Ser«rAsp 
5^95 600 605 

gac ttt gaa ggc— aca tat gaa gaa tgg -cgt- gaa cat atg tgg agt gac 
Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 
610 615 620 

gta gca gee tac ttt aac etc gac att gaa aac agt gaa gat aat aaa 
Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 
625 630 635 

tet act ett tea ett caa ttt gtc gac age gee gcg gat atg ccg ett 1968 
Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu 
640 645 650 655 



1824 



1872 



1920 



30 



gcg aaa atg cac ggt gcg ttt tea acg aac gtc gta gca age aaa gaa 
Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 
660 665 670 



2016 



ctt caa cag cca ggc agt gca cga age acg cga eat ctt gaa att gaa 2064 
Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu 
675 680 685 



ett cca aaa gaa get tet tat caa gaa gga gat cat tta ggt gtt att 
Leu Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val lie 
690 695 700 

cet cgc aac tat gaa gga ata gta aac cgt gta aca gca agg ttc ggc 
Pro Arg Asn Tyr Glu Gly lie Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 
705 710 715 

eta gat gca tea cag caa ate cgt etg gaa gca gaa gaa gaa aaa tta 
Leu Asp Ala Ser Gin Gin lie Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
0 725 730 735 



ett gaa aag caa gcc tac aaa gaa eaa gtg etg gca aaa cgt tta aca 
Leu Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr 
785 790 795 

atg ett gaa etg ctt gaa aaa tac eeg gcg tgt gaa atg aaa ttc age 
Met Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 
00 805 810 815 



^^00 
^^Wu 



ttt ate gee ett etg cca age ata cgc eeg cgc tat tac teg att 
Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser He Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser He 
820 825 830 



tet tea tea cct cgt gtc gat gaa aaa caa gca age ate acg gtc age 
Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser 

835 840 845 



2112 



2160 



2208 



2256 



2304 



cat ttg cca etc get aaa aca gta tec gta gaa gag ett etg caa 
a His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 
740 745 750 

tac gtg gag ctt caa gat cct gtt acg cgc acg cag ctt cgc gca .atg 
Tyr Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met 
755 760 765 

get get aaa acg gtc tgc eeg eeg eat aaa gta gag ett gaa gcc -ttg . .. 23^2 
Ala Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala LeU . 
770 775 780 



2400 



2448 



2496 



2544 



gtt gtc tea gga gaa gcg 
Val Val Ser Gly Glu Ala 
850 

gcg teg aac tat ctt gcc 
Ala Ser Asn Tyr. Leu Ala 
865 

ttt att tec aca eeg cag 
Phe He Ser Thr Pro Gin 
880 885 

acg eeg ctt ate atg gtc 
Thr Pro Leu He Met Val 



tgg age gga tat gga gaa 
Trp Ser Gly Tyr Gly Glu 
855 

gag etg caa gaa gga gat 
Glu Leu Gin Glu Gly Asp 
870 875 

tea gaa ttt acg etg cca 
Ser Glu Phe Thr Leu Pro 
890 

gga eeg gga aca ggc gtc 
Gly Pro Gly Thr Gly Val 



tat aaa gga att 2592 

Tyr Lys Gly He 

860 

acg att acg tgc 2640 
Thr He Thr Cys 



aaa gae cct gaa 2688 
Lys Asp Pro Glu 
895 

gcg eeg ttt aga 27 3 6 
Ala Pro Phe Arg 
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900 905 910 

ggc ttt gtg cag gcg cgc aaa cag eta aaa gaa caa gga cag tea ett 2784 
Gly Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 
915 920 925 

gga gaa gca cat tta^*feac= ^ttG*^gc . t,gc.«.cgt . 2832 

Gly Glu AlavHd-s1*Iijeu*fc^^ Tyr 
- 930 935 -*940 

ctg tat Gaa^Kgaafigag. ctt.*'gaa*-Naac .gcc«^caaiiMagc gaa ggcwatc :a;tt^acg 2880 
Leu Tyr Gin- ©tLu^Gilu^beu^Gl^Asm Aaa GtLri-^^Ser""' Glu Gly lie Il^^^Thr 
945 950 955 

ett cat acc get ttt tct cgc atg cca aat cag ccg aaa aca tac gtt 2928 
Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
960 965 970 975 



^^^li 



cag cae gta atg gaa caa gac ggc aag aaa ttg att gaa ett ett gat 297 6 
In His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu lie Glu Leu Leu Asp 
980 985 990 



aa gga gcg cae tte tat att tge gga gac gga age caa atg gea cct 3024 
Gin Gly Ala His Phe Tyr lie Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 

'•7995 aooo ^l-OOS 

gee gt t ga a gca» , a c g ett a t g a a a. age t a t g c t?i* g a c g t t : g:a cu<za a - g t g 30 7 2 
Ala Val Glu Ala^T-hr*Leu Met LysTltSer^Tyr R?l3miK^sp ^rai:^'!:MA^G±n^Val 

1010 1015 mmo 

agt gaa gca gaGifcigct>Ggc feta>iWgg«?&tg^cag«^ 3120 
Ser Glu Ala*^As{*i Al3[*^Arg^Leu Trp Leu^GlriVGln TEeiT Glu; Glu^ 
1025 .1030 1035 

cga tac gca*«iaeat*gae.: gtg***t^^gg^ge1=^"ggg'^t^a 3150. 
Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1040 1045 




^210> 2 
11> 1048 
12> PRT 
213> Bacillus megaterium 



<400> 2 

Thr lie Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys Asn 
15 10 15 



Leu Pr o L e u L e u-^-Asn Thr Asp Lyo Pro Val Gin Ala Leu-^M e t Ly s lie 



20 



25 



^30 



Ala Asp Glu Leuij'^Gly.Glu lie Phe Lys -Phe Glu Ala Pro Gly*«.Arg Val 

35 ^40 45 

Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu lie Lys Glu Ala Cys Asp Glu 

50 55 60 



Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg Asp 
65 70 75 80 



Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn Trp 

85 90 95 
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Lys Lys Ala His Asn lie Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala Met 
100 105 110 

Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala Val Gin Leu Val Gin 
115 120 125 

Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His lie Glu Val Pro Glu Asp 
130 135 140 

Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr lie Gly Leu Cys Gly Phe Asn Tyr 
145 150 155 160 

Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe lie Thr Ser 
165 170 175 

Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala Asn 
180 185 190 

Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu Asp 
195 200 205 

^ Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys lie lie Ala Asp Arg Lys 
210 215 220 

Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn Gly 
225 230 235 240 

Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn lie Arg Tyr. 

245 250 255 

Gin: lie lie Thr Phe Leu lie Ala Gly Hisv^Lu: Thr Thr Ser Gly Leu 
260 265 270 

Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu Gin 
275 280 285 

Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro Ser 
290 295 300 



yr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn Glu 
^ 5 310 315 320 



a Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala Lys 
325 330 335 



Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp Glu 
340 345 350 



Leu M o t Val Lou Ilo Pro Gin Lou His Arg Aap Lyo Thr Ilo Trp Gly 



355 



360 



365 



Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser Ala 

370 375 380 

lie Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala Cys 

385 390 395 400 



lie Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly Met 
405 410 415 



Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu Asp 
420 425 430 
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lie Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys Ala 
435 440 445 

Lys Ser Lys Lys lie Pro Leu Gly Gly lie Pro Ser Pro Ser Thr Glu 
450 455 460 

Gin Ser Ala Lys»»Lys ^Val^Arg*. Lys.?Lys •>Ala^«.Glu«^Asn«irAla,^Hds<^ 

4 65 4170 -*4«75 -*4«80 

Pro Leu Leu Vai«>Leu Tyr^^^^Gly -SerslKAsn-^Met*' Gly-**^ 

m\s5 ^0 ms 

Ala Arg Asp Leu Ala Asp lie Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro Gin 

500 505 510 

Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly Ala 
515 520 525 

Val Leu lie Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn Ala 
530 535 540 

s Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val Lys 
/45 550 555 560 

Gly Val Arg TyiafrSer^VaI*^P-het;Gly.:^»Gy& 

5^5 '570 '5-7 5 

Thr Tyr Gin Lys«iiV,aaeP*rot;i-Ala^Ehe m 

580 -^5^85 .3*5190 

Gly Ala Glu Asn Ile^Aa^«»Aap**Arg*«Gly^^^^ 

595 . :-©00 ^":*6'05 

Phe Glu Gly Thf^Tyr^Glu.-Glu: Trf)^^^^ 

610 '*-61L5 v>620 

Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp lie Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys Ser 
625 630 635 640 

Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu Ala 
645 650 655 

ys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu Leu 
660 665 670 

Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu Leu 
675 680 685 

Pro Lys Glu AlarSer Tyr G i n Glu Gly-Asp H i s L eu G l y-V al l i e Pro 
690 695 700 

Arg Asn Tyr Glu Gly-^lle Val-H^flrAsn ArgNWal"*Thr^ Ala-'^A^rg ^^Bhe .Gly-jrLeu 
705 710 715 '7'20 

Asp Ala Ser Gin Gin lie Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala 
725 730 735 

His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin Tyr 
740 745 750 

Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met Ala 
755 760 765 
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Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu Leu 
770 775 780 

Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr Met 
785 790 795 800 

Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser Glu 
805 810 815 

Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser lie Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser lie Ser 
820 825 830 

Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser lie Thr Val Ser Val 
835 840 845 

Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly iTe Ala 
850 855 860 



Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr lie Thr Cys Phe 
65 870 875 880 



'e Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu Thr 
885 890 895 

Pro Leu lie Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg Gly 

900 905 910 

Phe . Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Glm Gly Gin Ser Leu Gly 
915 920 925 

Glu Ala His -Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro: HiSi . Glu Asp Tyr Leu 
930 935 940 

Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly lie He Thr Leu 
945 950 955 960 

His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val Gin 
965 970 975 



is Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp Gin 
980 985 990 



ly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro Ala 
995 1000 1005 

Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val Ser 
1010 1015 1020 

Glu Ala As p Ala Ar g Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly Arg 
025 1030 1035 1040 

Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1045 



<210> 3 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinst lichen Sequenz: PCR-Primer 
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<400> 3 

gcaggagacg ggttgnnnac aagctggacg 30 



<210> 4 

<211> 30 

<212> DNA 

<2 1 3> Ktinst linehe^^S'e^qaenz 
<220> 

<223> Besch'iP&ilbung^ideMteiansit^^^ ^PCRf^^E^r^imer 

<40O> 4 

cgtccagctt gtnnncaacc cgtctcctgc 30 

<210> 5 
<211> 34 
<:212> DNA 

13> Kunstliche Sequenz 

220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: PCR-Priiner 
<400> 5 

gaagcaatga aca^agnnnca^ gcgagcaaat cc^g .34 

<210> 6 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kanstli©he**Srequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 6 

ctggatttgc tcgctgnnnc ttgttcattg 30 



10> 7 
211> 41 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung *der kUnstliohen -Sequenz : PCR-Primer 
<400> 7 

gctttgataa aaactt»aaag teaannnctt aaatttgtac g 41 

<210> 8 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 



<40Q> 8 

cgtacaaatt taagnnnttg acttaagttt ttatcaaagc 



40 
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<210> 9 
<211> 1049 
<212> PRT 
- <213> Bacillus megaterium 

<400> 9 

" Met Thr lie Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys 
15 10 15 

Asn Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys 
20 25 30 

lie Ala Asp Glu Leu Gly Glu lie Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 
35 40 45 

Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu lie Lys Glu Ala Cys Asp 
50 55 60 

Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 
70 75 80 

Asp Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn 
85 90 95 

Trp Lys Lys Ala His Asn lie Leu Leu Pro . Ser, Phe - Ser Gin Gin Ala 
1.00 105 .110 

Met Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala' Valy Gin: Leu Val 
115 120 ' 125 

Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His lie Glu Val Pro Glu 
130 135 140 

Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr lie Gly Leu Cys Gly Phe Asn 
145 150 155 160 

Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe lie Thr 
165 170 175 

Met Val Arg Ala Leu Asp . Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala 
180 185 190 

Asn Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu 
195 200 205 

Asp lie Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys lie lie Ala Asp Arg 

2« 2^ 23^ 

Lys Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 230 235 240 

Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn lie Arg 
245 250 255 

Tyr Gin He He Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly 
260 265 270 

Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 
275 280 285 

Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 
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290 295 300 

Ser Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 
305 310 315 320 

Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 

-325 ^3^30 ,5^865 

Lys Glu^Asp Thr^aVal ^-Leu *Gly^Gly^GluT T*yr*-P*ro--Leu^.Glu Lys-^Gly* Asp 
340 345 350 

Glu Leu^Met^Val-^Iseu I'lei^^Pro- Gln.i*IaeuTvHis Arg- ^Asp Lys'" Thr lie Trp 
355 360 365 

Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 
370 375 380 

Ala lie Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 
385 390 395 400 

s lie Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 
405 410 415 

Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu "Asp His Thr Asn Tyr jSlu^.Leu 
420 ^4^25 ^ 430 

Asp lie Lys Glu^T-hri^Leu Thr^Leu^Lys ^P<ro<^«jGlir^Gj.yc':iBhe>^Val;^.T^^ 
4 35 ^480 ^4:45 

Ala Eys:^ Ser Lysi|pysTi:M^Rrd3»3fieil^Gl 

4 50 " ^4'55 .^M^60 

Glu .Glh Ser Ala, Lys r Lys -^Var^Arg-^Bys LysJfcrAla Glu . Asn „Ala His*..Asn 
465 470 - ^4V75 «4^80 

Thr Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
485 490 495 

Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp lie Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 
500 505 510 

n Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 
515 520 525 

Ala Val Leu lie Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 
530 535 540 

Ala Lys Gin Bhe Vai sAsp Trp •Leu-^Asp Gin- Ala vSer Ala Asp Glu Val 
-5^4-5 550 ^555 &eO- 

Lys Gly vVal Arg**^!rsyr -Ser-Val *'Phe.».G*^ Cys Gly Asp Lys -A*sn Trp- Ala 
-^^^5^65 5-70 575 

Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe lie Asp Glu Thr Leu Ala Ala 
580 585 590 

Lys Gly Ala Glu Asn lie Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 

595 600 605 

Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 
610 615 620 



Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp lie Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 
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625 630 635 640 

Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu 
645 650 655 

Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 
660 665 670 

Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu 
675 680 685 

Leu Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val lie 
690 695 700 

Pro Arg Asn Tyr Glu Gly lie Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 
705 710 715 720 

Leu Asp Ala Ser Gin Gin lie Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
725 730 735 

a His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 
740 745 750 

Tyr Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met 
755 760 765 

Ala Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu 
770 775 780 

Leu Glu Lys Gin Ala T^yf • Lyis : Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leii vThr . . . 
785 790 795 800 

Met Leu Glu Leu Leu Glu Lyis T^yr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 
805 810 815 

Glu Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser lie Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser lie 
820 825 830 

Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser lie Thr Val Ser 
835 840 845 

1 Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly lie 
850 855 860 

Ala Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr lie Thr Cys 
865 870 875 880 

Phe lie Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 

865 8^0 

Thr Pro Leu lie Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg 
900 905 910 

Gly Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 
915 920 925 

Gly Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr 
930 935 940 

Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly lie lie Thr 
945 950 955 960 

Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
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965 970 975 

Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu lie Glu Leu Leu Asp 

980 985 990 

Gin Gly Ala His Phe Tyr Ile^ Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 

.995 ^imo .^1*005 

Ala Val Glu Ala^ Thr -I&eu -Met^.Lys-**S.er Tyr Ala^^Asp Val His Gin Val 

1010 10»L5 1020 

Ser Glu*AlaVAspitf^4aRlP»A*rg Leu't?Crp*^l!.eiiv Gin Gln-.*Leu; Glu;;.Glu*^Lys- Gly 

1025 1030 1035 1040 



Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1045 
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Patentanppruc]txe 

1. Cytochrom P450 Monoxygenase , welche zu wenigstens einer 
5 der folgenden Reaktionen befahigt ist: 

a) Oxidation gegebenenf alls siibstituierter O- oder 
S-heterocyclischer ein-, zwei- oder mehrkerniger 
axTOOtischer Verbindungen; 

b) Oxidation gegebenenf alls substituierter ein- oder 
10 mehrkerniger Aromaten; 

c) Oxidation geradket tiger oder verzweigter Alkane und 
Alkene; 

d) Oxidation gegebenenf alls sxibstituierter Cycloalkane 
und Cycloalkene 

15 

2. Monoxygenase nach Anspruch 1, deren Substrat-bindender 

^ Bereich durch ortsspezif ische Mutagenese zur funktionalen 
Aufnahme des zu oxidierenden Substrata befahigt ist. 

20 3. Monoxygenase nach Ansprxich 1 oder 2, abgeleitet von 

Cytochrom P450 Monoxygenasen bakteriellen Ursprungs . 

4. Monoxygenase nach Anspruch 3, abgeleitet von Cytochrom 

P450 Monoxygenase BM-3 aus Betclllus megaterium mit einer 

Aminosauresequenz gemaS SEQ ID NO: 2, welche wenigstens 
eine funktionelle Mutation in einem der Aminosaurese- 
quenzbereiche 172-224, 39-43, 48-52, 67-70, 330-335, 352- 
356, 73-82 und 86-88 auf weist . 

30 5. Monoxygenase nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , daS 

sie wenigstens eine der folgenden ein- oder mehrfachen 
Aminosauresubstitutionen aufweist : 

e) Phe87Val; 

f) Phe87Val, LeulBSGln; oder 

35 g) Phe87Val, LeulBSGln, Ala74Gly; 

sowie funktionale Aquivalente davon. 

6. Nukleinsauresequenz, kodierend fur eine Monoxygenase nach 



10 
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einem der vorherigen Anspruche. 

7. Expressionskonstrukt , enthaltend unter der genetischen 

kodirorendev^'Seqiaenz ,*^wel^feher:^*rn^ Nukieinsaiiresequenz nach 
An;sprim'Gh*^6 *ufnf asst . 

8. Vektor, umfassend wenigstens ein Expressionskonstrukt 
nach Anspruch 7 . 

9. Rekombinanter Mikroorganismus , transf ormiert mit 
wenigstens einem Vektor nach Anspruch 8. 



10. Mikroorganismus nach Anspruch 9, ausgewahlt unter 
15 Batefeeasdenc^der^Gattung «Eseheri<^^ 

11 A-Verfiah-isenv^^^^ einer 

^ V- Vexfeishdung ^eniast der 'Definition^ vomAnsp'^^ dadurch 
'gekerm^zeifehne t , f- daS man 
20 al) ^ei^nenr rekoitdDinanten M Anspruch 9 

^^dder 10 in einem* Kulturmedium, in- •Gfe'geriwart eines 
exogenen oder intermediar gebildeten Substrats, 
kultiviert; oder 
a2) ein Substrat-haltiges Reakt ionsmedium mit einem 

Enzym nach einem der Anspruche 1 bis 5 inkubiert; 
und 

b) das gebildete Oxidationsprodukt oder ein 

Folgeprodukt davon aus dem Medium isoliert. 

"30 12 . Verf ahren nach^ ^Anspruch 1 1 , dadurch-, gekennzeicnnet , dass 

das ^exogene oder intermediar- gebildetei Substrat 
ausgewahl t is t*. un%e r 

a) gegebenenf alls substituierten O- oder S- 
heterocyclischen ein-, zwei- oder mehrkernigen 

35 armotischen Verbindungen; 

b) gegebenenf alls substituierten ein- oder mehrkernigen 
Aromaten; 

c) geradkettigen oder verzweigten Alkanen und Alkenen; 
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d) gegebenenfalls siobstituierten Cycloalkanen und 
Cycloalkenen. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , dass 
5 das Siibstrat intermediar gebildetes Indol ist und man aus 

dem Medium das anf allende Indigo und/oder Indirubin 
isoliert, welches durch Oxidation von intermediar 
gebildetem Indol erzeugt wurde. 

10 14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daS 

man die Indol oxidation durch Kultivierung der 
Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstoff bei einer 
Kultivierungstemperatur von etwa 20 bis 40 ^'C und einem 
pH-Wert von etwa 6 bis 9 durchf uhrt . 

15 

15. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daS 
man als exogenes Subs t rat wenigstens eine Verbindiing, 

... ?^ ausgewahlt unter den pben definierten Gruppen a) bis :d) 

einem Medium zusetzt und die Oxidation durch enzymatlsche 
20 Umsetzung des subs t rat haltiges Mediums in Gegenwart von 

Sauerstoff bei einer Temperatur von etwa 20 bis 40 °C und 
einem pH-Wert von etwa 6 bis 9 durchf uhrt , wobei das 
substrathaltige Medium aufierdem bezogen auf das Substrat 
einen etwa 10 -bis 100-fachen molaren UberschuS an 
Reduktionsaquivalenten enthalt . 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafi 
man als exogenes Substrat eine Verbindung, ausgewahlt 
unter Indol, n-Hexan, n-Octan, n-Decan, n-Dodecan, Cumol, 

-^0 1 -Methyl indol , — 5 - Cl oder Dr - Indol, — Ind c n, — Dcnzothiophen, 

a-, 3- und Y-Io^ori/ Acridin, Naphthalin, 6 -Methyl- oder 
8-Methylchinolin, Chinolin und Chinaldin, einsetzt. 

17. Bioreaktor, umfassend ein Enzym nach einem der Anspruche 
35 1 bis 5 Oder einen rekombinanten Mikroorganismus nach 

einem der Anspruche 9 oder 10 in immobilisierter Form. 



18- Verwendung einer Cytochrom P450 Monoxygenase nach einem 
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der Anspruche 1 bis 5, eines Vektors nach Anspruch 8, 
Oder eines Mikroorganismus nach Anspruch 9 oder 10 zur 
mikrobiologischen Oxidation von 
^a) -#gsgfeteeiifei*fiaift S- 

i^hets^eisoeylS'^^^^ ^.^isirZMei ©deist^vtnehrk^rnigen 

?^a>'rmotE4>s(5'hen *<^Ve^3?ba«n:dia:ngen ; 

b) gegebenenf alls substituierten ein- oder mehrkernigen 
Aroma t en; 

c) geradkettigen oder verzweigten Alkanen und Alkenen; 
und/oder 

d) gegebenenf alls substituierten Cycloalkanen und 
Cycloalkenen . 

19. Verwendung nach Anspruch 18 zur Herstellung von Indigo 
und/iDder..>I«nd4ri^i!i^ 
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Zusammenfasauna 

Die Erfindung betrifft neue Cytochrom P450-Monoxygenasen mit 
verandertem Substratprof il , dafur kodierende Nukleotidsequen- 
zen, diese Sequenzen enthaltende Expressionskonstrukte \ind 
Vektoren, damit transf ormierte Mikroorganismen, Verfahren zur 
mikrobiologischen Oxidation verschiedener organischer Substra- 
te wie beispielsweise Verfahren zur Herstellung von Indigo und 
Indirubin. 



